















養細胞において Wnt10a 及び Ectodin をノックアウト(KO)を行い,dentinogenesis（象牙質形成）にどのような
影響を及ぼすかを調べた.8 週齢の雌 SD ラットの下顎切歯歯髄から酵素処理法にて歯髄細胞の分離,培養を行っ
た後,Crisper Cas9 を用いて Wnt10a の KO を行った細胞モデル群（Wnt10a KO群）, Ectodinの KOを行った細胞
モデル群（Ectodin KO 群）,ランダム配列を有した sgRNA を用いた対照群（Cont 群）を作成した.なお,培養環
境は 10%血清,βグリセロリン酸,アスコルビン酸を含んだαMEMを用いた.２１日間培養後,アルカリフォスファ
ターゼおよび von Kossa 染色の二重染色を行い,石灰化結節形成を形態学的に観察した.さらに培養細胞からト
ータル RNA を抽出して cDNA を作成し Real Time PCR を行い, Wnt10a, Ectodin, Axin2, Lymphoid 
enhancer-binding factor 1(Lef-1), Runx2, Sonic hedgehog (shh), Dentinsialo phosphoprotein （Dspp), 
Bone gla protein (Bgp)の遺伝子発現を検索した.培養 21 日目の二重染色の結果,Wnt10a KO群及び Ectodin KO
群は Cont 群と比較して,石灰化結節の数,及び大きさが減少していた.また遺伝子発現では,Wnt10a KO 群及び
Ectodin KO 群は Cont 群と比較して Axin2, Lef-1 , Runx2, Shh, Dspp, Bgp の遺伝子発現が減少した.これら
の結果から Wnt10a と Ectodin は象牙芽細胞の分化機能を調節しており,相互作用によって Wnt シグナルを調整
し dentinogenesisを制御していることが明らかとなった.ラット培養歯髄細胞において Wnt10a及び Ectodinは
相互作用によって Wnt シグナル伝達の調節を介して dentinogenesis に関与することが示された. 
論文審査および試験結果の要旨 
本論文は,Vital pulp therapy 発展を目指した基礎的な研究として, dentinogenesis に関わる Wntシグナルカ
ノニカル経路伝達作用のメカニズムについて明らかにすることを目的とした.象牙芽細胞を含む歯牙組織に
Wnt10a,Ectodin が存在するかを免疫組織化学的染色で確認し,Crisper/Cas9 を用いて Wnt10a,及び Ectodin を
それぞれ KO した象牙芽細胞様細胞モデルを製作した.実験期間中の KO 効率を確認した上で,象牙質形成への影
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